炎症性腸疾患感受性遺伝子におけるアリル特異的メチル化解析 by 千葉 宏文
炎症性腸疾患感受性遺伝子におけるアリル特異的メ
チル化解析
著者 千葉 宏文
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 11301甲第17973号
URL http://hdl.handle.net/10097/00123883
1 
 
 博士論文 
 
 
 
炎症性腸疾患感受性遺伝子におけるアリル特異的メチル化解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
東北大学大学院医学系研究科医科学専攻 
内科病態学講座  消化器病態学分野 
千葉 宏文 
2 
 
1. 要約 
【背景と目的】炎症性腸疾患(inflammatory bowel disease; IBD)は消化管に原因
不明の炎症を引き起こす慢性疾患の総称であり、狭義ではクローン病(Crohn’s 
disease; CD)と潰瘍性大腸炎(ulcerative colitis; UC)の2疾患を指す。全ゲノム相関解
析(genome-wide association studies; GWAS)により200以上のIBD感受性領域が同
定されているが、どのような機序で疾患を引き起こしているのか不明な部分が多
い。近年、遺伝子多型がDNAメチル化にシスに影響し、さらにメチル化を介して発
現も調節していることが示され、多因子疾患において遺伝要因と環境要因との相互
作用を仲介するメカニズムの一つとして注目されている。そこで本研究では、IBD
感受性SNP (single-nucleotide polymorphisms; 一塩基多型)がSNP周囲のメチル化
を制御し、そのメチル化を介してIBD感受性遺伝子の発現を調節していると仮説を
立てた。仮説を証明するための最初のステップとして炎症部位の腸管粘膜固有層単
核球(lamina propria mononuclear cells; LPMCs)のCD4陽性Effector Memory T細
胞(Tem)を分離し、Methylation-sensitive SNP array (MSNP)法と呼ばれる手法を
用い、IBD感受性遺伝子の周辺にアリル特異的メチル化(allele specific methylation; 
ASM)を認めるかどうか、またASMを認めた近傍のIBD感受性遺伝子に発現変化を
認めるかどうかを解析した。【対象と方法】IBD15例(CD 10例、UC 5例)の切除標
本から炎症部位のLPMCsを分離し、FACS aria II セルソーターでTemを分離し
た。ASM解析はジャポニカアレイを用いてMSNP法で行い、制限酵素での消化前後
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の平均relative allele score (RAS)変化値 >0.1をASMとした。このうちIBD感受性
SNPとして報告されている200 SNPおよび、その近傍に存在する候補遺伝子の上
流・下流100kbp以内に位置するものを候補SNPとし抽出した。また、候補SNPのう
ちrs36221701についてバイサルファイトパイロシークエンシング法でASMを検証し
た。発現解析はIBD11例(CD 7例、UC 4例)の腸管由来のTemから抽出したtotal 
RNAについてRNAシークエンシングによるトランスクリプトーム解析を行い、
rs36221701の遺伝子型とrs36221701の上下流500kbp以内の遺伝子の発現の関係に
ついて解析した。【結果】ジャポニカアレイ全体の約5%にあたる34,154のプローブ
に制限酵素の認識部位を有する配列があり、23,371のプローブを2つの除外基準で選
別した。平均RAS変化値が0.1以上のものは630個のSNPに認め、最終的にIBD感受
性遺伝子近傍に位置する6例の候補SNPを抽出した。最も平均RAS値が高かったのは
HLA-DQB1のエキソンに位置するrs1130368で0.23であった。SMAD3の上流に位置
するrs36221701 (平均RAS変化値=0.14)についてバイサルファイトパイロシークエ
ンシング法でASMを確認した。また、rs36221701の近傍には6個の遺伝子があり、
このうちSMAD3の発現量とgenotypeに有意な関係を認めた(p=0.016)。【結論】
IBD患者のLPMCs中のTemにおいてIBD感受性遺伝子周辺にASMが存在することを
指摘できた。IBD感受性遺伝子であるSMAD3はASMを介して発現調節されている
可能性が示された。 
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略語一覧 
 
ASM: allele specific methylation 
CD: Crohn’s disease 
EWAS: epigenome-wide association studies 
GWAS: genome-wide association studies 
IBD: inflammatory bowel disease 
ICR: imprinting control region  
LPMCs: lamina propria mononuclear cells;  
MSNP: Methylation-sensitive SNP array 
MSRE: methylation-sensitive restriction enzymes 
QC: quality control  
RAS: relative allele score  
RIN: RNA integrity number  
SNP: single-nucleotide polymorphisms 
TADs: topologically associating domains  
Tem: effector memory T cell  
UC: ulcerative colitis 
5 
 
2. 研究背景 
炎症性腸疾患(inflammatory bowel disease; IBD)は、主として消化管に原因不明
の炎症を引き起こす慢性疾患の総称であり、狭義ではクローン病(Crohn’s disease; 
CD)と潰瘍性大腸炎(ulcerative colitis; UC)の2疾患を指す。どちらも厚生労働省の指
定難病であり、10から20歳代の青年期に好発し、慢性の経過をたどり長期にわたっ
て患者のQOLの低下をもたらす。IBDの病因はいまだに不明であるが、これまでの
疫学調査から遺伝要因と環境要因の相互作用によって発症する多因子疾患と考えら
れている。近年、全ゲノム相関解析(genome-wide association studies; GWAS)によ
りIBDの遺伝要因が解明されつつある。現在までにGWASは多数の施設から報告さ
れ、200以上のIBD感受性領域が同定されている1-5) 。しかしながら、200のIBD感受
性領域の多くは遺伝子をコードしない領域に位置し、gene deserts(遺伝子砂漠)に位
置するものさえも存在する。また、GWASで同定された感受性領域で説明可能なも
のは観察される遺伝率全体の一部であり、クローン病の13.1%、潰瘍性大腸炎の
8.2%のみと報告されている3) 。現状では真のIBD感受性遺伝子がほとんど同定され
ておらず、どのような機序でIBD感受性領域が疾患を引き起こしているのかも不明
な部分が多い。GWASで確認されている遺伝的背景では説明できない部分について
は、喫煙6, 7) 、食事8) 、腸内細菌9, 10) などといった環境要因が関係していることが知
られている。また、遺伝要因と環境要因は独立した要因ではなく、それらの相互作
用がIBDの発症には重要と考えられているが、そのメカニズムは不明である。この
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ような、相互作用の一つとしてエピジェネティクスの関与が考えられている。 
エピジェネティクスとはDNAの塩基配列を変化させずに遺伝子発現を制御伝達す
るシステムと定義される。DNAメチル化はエピジェネティクスの代表例であり、シ
トシンとグアニンが連続した配列(CpG配列)のシトシン塩基の5位がメチル化修飾さ
れる。DNAメチル化は転写因子のDNAへの結合を調節することで転写調節機構とし
て働く11) 。一般的にDNAメチル化の亢進状態では転写は抑制され、DNAメチル化
の抑制状態では転写は促進される。DNAメチル化は種々の刺激によって後天的に変
化するため、多様な環境要因を反映する重要なメカニズムである。近年、全ゲノム
を対象としたメチル化解析(epigenome-wide association studies; EWAS)により肥満
12) 、2型糖尿病13) 、統合失調症14) 、関節リウマチ15) といった多因子疾患においてメ
チル化との関連が報告されている。IBD領域においてもEWASの報告が散見される
16-18) が、報告によりメチル化亢進部位と抑制部位がそれぞれ異なる結果を示し、
IBDにおいてのメチル化は一定の見解が得られていない。このようにIBDにおいて
GWASやEWASが精力的に行われているが、現在のところ病態の解明には至ってい
ない。 
近年、遺伝子多型がDNAメチル化に関してシスに影響し19, 20) 、さらに、メチル化
を介して発現に関してもシスに調節していることが示され21, 22) 、多因子疾患におい
て遺伝要因と環境要因との相互作用を仲介するメカニズムの一つとして注目されて
いる。しかし実際にはIBDのような多因子疾患でそのメカニズムは証明されておら
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ず、どのような多型がメチル化を調節し、さらに発現を調節しているのかも不明で
ある。 
 
そこで本研究では、IBD感受性SNP (single-nucleotide polymorphisms; 一塩基多
型)がSNP周囲のメチル化を制御し、そのメチル化を介して真のIBD感受性遺伝子の
発現を調節していると仮説を立てた。仮説を証明するための最初のステップとし
て、Methylation-sensitive SNP array (MSNP)法19, 21, 22) と呼ばれる手法を用い
て、IBD感受性SNP周囲にアリル特異的メチル化(allele specific methylation; ASM)
が存在するか検討した。MSNP法とはメチル化感受性制限酵素(methylation-
sensitive restriction enzymes; MSRE)を用いてその消化前後のDNAをSNP用のマイ
クロアレイで解析し比較する手法で、ヘテロ接合のSNPを利用するとASMを同定す
ることが可能である。ASMの存在はゲノムとエピゲノムのシスに作用した関係を直
接的に表していると言える。また解析に用いる細胞として、外科的切除を要した症
例の切除標本の一部を使用し、炎症部位の腸管粘膜固有層単核球(lamina propria 
mononuclear cells; LPMCs)のCD4陽性Effector Memory T細胞(Tem)を分離し解析
した。DNAメチル化分布は細胞種・組織特異性があり、DNAメチル化解析では標的
とする細胞種や組織をしぼり込むことが重要である23, 24) 。そこで、IBDの主要な炎
症部位である腸管局所から、ある程度均一な細胞集団としてTemを分離し解析し
た。数ある細胞種の中からTemを選択した理由はIBDの病態に重要な役割を担って
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いるという多数の報告があるからである。例えば、HIV感染や骨髄移植後にCD4リ
ンパ球減少症を呈したCD患者では高率に寛解状態になること25, 26) 、IBDは乾癬や
多発性硬化症などのT cell mediated diseasesとの関連が示唆されていること27) 、免
疫不全のマウスにCD4陽性T細胞を移入すると大腸にUC類似の腸炎が誘導されるこ
と28) などから、CD、UC両疾患の病態におけるTemの重要性が指摘されている。 
 
3. 研究目的 
IBD感受性SNPが疾患感受性を示すメカニズムにDNAメチル化が関わっている可
能性をLPMCsのTemを用いて検討する。 
①200のIBD感受性遺伝子の周辺にASMを認めるかどうか。 
②ASMを認めた近傍のIBD感受性遺伝子に発現変化を認めるかどうか。 
 
4. 研究方法 
対象  
2015年7月から2016年9月に東北大学病院胃腸外科にて手術を施行し、同意書の取
得が可能であったIBD15例(CD 10例、UC 5例)を対象とした。病変の範囲が限局
し、LPMCsを採取するのに十分量の腸管切除が見込まれない症例は除外した。
CD、UCの診断は臨床症状、内視鏡所見、X線写真所見、組織所見を基に潰瘍性大腸
炎・クローン病診断基準・治療指針(平成27年度改訂版) 29) に従った。対象は全員日
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本人である。この研究は、厚生労働省｢人を対象とする医学系研究に関する倫理指
針｣及び｢ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針｣に基づいて施行され、東北
大学医学部倫理委員会の承認(現在の倫理承認番号：2013-1-185)のもと、遺伝子解析
である旨を対象者に説明し文書で同意を得た上で行った。対象者における患者背景
を表1に示した。 
 
LPMCsの分離 
 手術により摘出した炎症部位の小腸もしくは大腸から、Fiocchi C.らの方法30) に
よりLPMCsを分離した。具体的には、腸管を縦に切開しHank’s balanced salt 
solution (HBSS) (Wako, Osaka, Japan)により糞便の除去を行った後、2-3 cm × 10 
cm大に分割した。0.15% dithiothreitol (DTT) (Wako)含有HBSSで30分間震盪洗浄
し、その後、1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Wako)含有HBSSで
90分間、震盪洗浄を行った。完全に上皮細胞層がなくなるまで、この操作を繰り返
した。上皮細胞層を除去した後に再度、HBSSで震盪洗浄を行い、残存腸管を5 mm
大に細かく刻み、その後、1 mg/ml collagenase type 3 (Worthington Biochemical 
Corporation, Lakewood, USA)、DNase I (Roche, Basel, Switzerland)含有HBSSに
100倍ペニシリン-ストレプトマイシン-アムホテリシンB懸濁液(Wako) 2.5mlを加え
て全量100mlとし、37°Cにて8-10時間消化した。消化後、100 μmセルストレイナー
(BD Biosciences, Franklin Lake, USA)に通した後、細胞懸濁液を回収した。700 
10 
 
×gで遠心後、細胞ペレットをHBSSに懸濁し、Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, 
Little Chalfont, UK)に重層し、20分間1000 ×gで遠心後にHBSSとFicoll-Hypaque
の境界面に存在する細胞を回収し、LPMCsとした。 
 
Temの分離とDNA・RNAの抽出 
分離した炎症部位のLPMCsからCD4陽性T細胞をEasy Sep Magnet (STEMCELL 
Technology, Vancouver, Canada)でEasy Sep Human CD4+ T cell Enrichment 
(STEMCELL Technology)を使用してnegative selectionで分離した。さらに分離し
たCD4陽性T細胞を抗CD3-FITC、CD4-PE、CD45RO-APC、CD197 (CCR7)-
BV421、7ADD-Cell Viability Solution (BD Biosciences)で染色後、FACS aria II 
セルソーター(BD Biosciences)でTemを分離した。Tem分離の際の取得したデータ
をFlowJo (Version 10.4.1)で解析し図1に示した。ソーティング効率は常に98%以上
であった。分離したTemからAllPrep DNA/RNA mini kit (QIAGEN, Hilden, 
Germany)を使用しDNAおよびtotal RNAを抽出した。 
 
ASM解析(MSNP法) 
 MSNP法はSchalkwyk. L.Cら 22) の方法を参考にジャポニカアレイを使用して行
った。ジャポニカアレイは東北大学東北メディカル・メガバンク機構が構築した
「全ゲノムリファレンスパネル」を基に作成された日本人ゲノム解析ツールである
11 
 
31) 。日本人に特徴的な塩基配列を持つ659,636個のSNPを搭載している。ジャポニ
カアレイにて患者1例につき、それぞれ以下の3検体を解析した。(1)ゲノムDNA、以
下(G)と表記 (2)MSREで消化後のDNA、以下(D)と表記 (3)全ゲノム増幅することで
全て非メチル化されたDNAをMSREで消化したDNA、以下(U)と表記 (MSREの確
認用としての実験コントロール)。MSREはHpaII (5’-CˆCGG-3’), HhaI (5’-GCGˆC-
3’), AciI (5’-CˆCGC-3’) (New England BioLabs, Ipswich, USA)の3種類のMSREのカ
クテルであり、この3種のカクテルでCpG全体の32.4%を認識できると報告がある
32) 。3種のMSREのそれぞれ1 µlずつを5 µlのCutSmart Buffer (New England 
BioLabs)とRNase free水で全量50 µlとなるように調整し、1 µgのDNAを37°C、15
分で反応させた。(D)の検体は腸管のTem由来のDNAを使用する必要があるが、(G)
と(U)の検体は必ずしもTem由来のDNAである必要はなく、全血からのDNAを使用
した。(G)と(U)のDNAはPAXgene Blood DNA Kit (QIAGEN)を使用して抽出し
た。また、(U)の全て非メチル化したDNAはillustra GenomiPhi V2 Kit (GE 
Healthcare)を使用して全ゲノム増幅することで非メチル化した。 
 
ASMのマイクロアレイデータの解析 
 ジャポニカアレイは659,636個のSNPを搭載しているが、そのうち解析対象は3種
のMSRE (HpaII, HhaI, AciI)の認識部位となる配列を持つプローブである。制限酵
素で消化することから、DNAは断片化されcall rateは低くなることが当然であり、
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本研究ではアレイのquality control (QC)は施行していない。 
 アレイの結果をMSREでの消化前後で比較し、消化前のDNA(G)でヘテロ接合と判
定され、消化後のDNA(D)でホモ接合にcallが変化したプローブでは、そのSNP周囲
にASMがあると判定できる(図2)。実際にはメチル化の有無はアリル間で完全に異な
っているわけではなく、アリル間でのメチル化の偏りを検出する必要がある。ジャ
ポニカアレイで得られたシグナル強度の結果を解析・可視化するツールとして
Axiom Analysis Suite (Version 2.0.0.35, Affymetrix, Santa Clara, USA)を使用し、
relative allele score (RAS)を計算した。RASとはA/(A+B)と定義33) され(A,B; A or B
アリルのシグナル強度)、アリル間でのシグナルの割合を示す。ヘテロ接合のSNPの
消化前後でRASが変化しているプローブがSNP近傍にASMがあるものであり、平均
RAS変化値が0.1以上のものをASMと定義した。 
ジャポニカアレイ搭載プローブのうち解析対象となるものはMSREの認識部位が
あるプローブだが、さらに以下の2つの除外基準を設けた。 
除外基準①: distance(G) /distance(U) <1.2 (=√(AG
2
 + BG
2
)/√(AU
2
 + BU
2
) <1.2) 
除外基準②: distance(D) /distance(U) <1.2 (=√(AD
2
 + BD
2
)/√(AU
2
 + BU
2
) <1.2) 
AG, AU, AD; (G), (U), (D)のAアリルのシグナル強度 
BG, BU, BD; (G), (U), (D)のBアリルのシグナル強度 
除外①は(U)で(G)と比較してシグナルが減弱しないもの、つまりMSREで正しく消
化されなかったもの、もしくは、消化されたがプローブとhybridizeされたものであ
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る。除外②は(D)で(U)同様にシグナルが減弱したもの、つまり両アリルとも非メチ
ル化されており、両アリルともMRSEで断片化されたプローブである。 
平均RAS変化が0.1以上のプローブのうち、現在IBDゲノムコンソーシアム1, 3) か
ら報告されている200の疾患感受性遺伝子領域を代表するtag-SNPおよび、その周辺
に存在するIBD感受性遺伝子の上流・下流100kbp以内に位置するものを抽出し、さ
らにシグナルのプロット図を目視で確認し、不適切なプローブを除外することで最
終的にIBD感受性遺伝子近傍の候補SNPを抽出した。 
 
ASM解析(バイサルファイトパイロシークエンシング法) 
 ジャポニカアレイでの解析結果を確証するために、抽出された候補の一つである
rs36221701周囲のASMについてバイサルファイトパイロシークエンシング法で解析
した。rs36221701を選択した理由は他の候補SNPと比較し、周辺に他のSNPが少な
くプライマーの設計がしやすく、MSNP法で典型的なASMを示していたからであ
る。rs36221701を含むプローブの配列中にはMSREの認識部位となる2つのCpGが
あり、5’側からそれぞれCpG1、CpG2とした。ゲノムDNAは腸管由来のTemから抽
出したものを使用し、4例のヘテロ接合(C/T)、3例のホモ接合(T/T)、1例の別のホモ
接合(C/C)について解析した。 
ASMを解析するためには個々のアリル毎のメチル化を測定し、アリル間で比較す
る必要がある。そこで、それぞれのアリルに特異的なPCRプライマーを作成し、2つ
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のPCR増幅産物についてパイロシークエンシング法でメチル化率を比較した。アリ
ル特異的PCRプライマーはその3’末端がアリルを規定するSNPとなるように設計し
た(図3)。 
まずゲノムDNAをEpiTect Bisulfite Kits (QIAGEN)を使用してバイサルファイト
変換した。ここでバイサルファイト変換するとrs36221701(C/T)は変換後に(T/T)とな
るため、アリル特異的なPCR増幅をする場合に、変換されたTなのか、もともとのTな
のかが判別不能である(図3a)。この部分を含むPCRプライマーを作成しても、由来す
るアリルが特定できない。そこで rs36221701の 297bp下流に位置している
rs13239907を利用してプライマーを作成した (図 3b)。 rs13239907 (A/G)は
rs36221701 (C/T)と完全に連鎖している(A→C, G→T: r2=1.0)ことが、1000人ゲノム
プロジェクトの日本人のデータで示されている34) 。アリル特異的PCR施行後、増幅さ
れた2つのアリル特異的PCR増幅産物についてそれぞれパイロシークエンシング施行
した。sequence primer 1はrs13239907をターゲットにしており、アリル特異的PCR
の正確性を確認するために使用し、sequence primer 2はCpG1、CpG2をターゲット
にしておりrs36221701近傍のメチル化を比較するために使用した(図3c) 
プライマーはPyroMark Assay Design 2.0 (QIAGEN)を使用して設計し、Sigma 
Aldrich (St Louis, USA)にプライマーの作成を依頼した。使用したプライマーの詳
細について図3dに示した。PCRはPyroMark PCR Kit (QIAGEN)を使用し、アニー
リング温度を54°Cに設定し施行した。パイロシークエンシングはPyroMark Q24 
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platform (QIAGEN)を使用して施行し、解析にはPyroMark Q24 software (Version 
2.0.6.20, QIAGEN)を使用した。4例のヘテロ接合(C/T)の検体におけるCアリルとT
アリルでのメチル化率の比較は対応のあるt検定で解析し、さらにホモ接合(3例の
T/T、1例のC/C)の検体を加えたメチル化率の比較はWilcoxon検定で解析した。解析
には統計ソフトJMP pro12を用いて行い、有意水準はp<0.05とした。 
 
発現解析 
IBD11例(CD7例、UC4例)の腸管由来のTemから抽出したtotal RNAについて
RNAシークエンシングによるトランスクリプトーム解析を行った。total RNAのQC
にはTapeStation (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)を使用し、QCの基準を
RNA integrity number (RIN)値は7.7以上、容量20 ng以上に設定した。total RNA
はSMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit (Takara Bio, Kusatsu, Japan)を使用
し、プロトコールに従い、cDNAに変換、増幅しライブラリの作成を行った。RNA
シークエンシングにはHiSeq2500 (Illumina, San Diego, USA)を使用した。以上の
工程は理研ジェネシス(Tokyo, Japan)に委託して施行した。rs36221701の遺伝子型
とrs36221701の上下流500kbp以内の遺伝子の発現の関係について単回帰分析で解析
した。 
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5. 研究結果 
全ゲノム増幅の検証 
 (U)はMSREで適切に処理されているかを確認するための実験コントロールであ
り、全ゲノム増幅することで非メチル化されるためMSREの認識配列があるプロー
ブではシグナルが減弱する。図4aはMSRE認識部位がある代表的なプローブのplot
図で(U)のシグナルが減弱している。一方、図4bはMSRE認識部位がない代表的なプ
ローブのplot図であり、シグナルは減弱せず、(G)と(U)はすべて同じcallであること
から全ゲノム増幅は偏りなく増幅されていることが確認された。 
 
ジャポニカアレイでのASM解析の検証 
 ジャポニカアレイによるASMの検出が適切に行うことができているかを確認する
ため、RAS変化値が高いものについて、検証を行った。 
 本研究で平均RAS変化値が最も高かったものは、rs2107425の0.38であった。ま
た、このSNPの近傍に位置するrs2251312でも平均RAS変化値が0.24と高かった。
これらのSNPはH19 (11p15.5)の上流に位置し、この領域は代表的なインプリンティ
ング遺伝子であるH19とinsulin-like growth factor 2 (IGF2)のimprinting control 
region (ICR)として知られる領域である。H19/IGF2 ICRは母親由来のアリルでは非
メチル化され、IGF2の発現は抑制されるがH19では発現が亢進する。一方、父親由
来のアリルではメチル化が促進され、IGF2の発現は亢進し、H19の発現が抑制され
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ている11, 35, 36) 。つまりこれらのSNP周辺には母親由来もしくは父親由来のアリルに
依存したASMが存在しているはずである。ジャポニカアレイでの結果でこれらのヘ
テロ接合の検体はMSREで消化後にホモ接合に変化し(図5)、平均RAS変化値は高値
であった。ジャポニカアレイを用いたASM解析で既知のインプリンティング遺伝子
近傍のASMを適切に指摘できた。 
 
IBD感受性遺伝子周辺のASM 
 ジャポニカアレイ全体の約5%にあたる34,154のプローブにMSREの認識部位を有
する配列があり、23,371のプローブが2つの除外基準で選別された。このうち、既知
の200のIBD感受性領域のtag-SNPは6 SNPのみであり、その中に平均RAS変化値が
0.1以上のものを一つ認めたが、ヘテロ接合の検体が1症例しかなく、tag-SNPに限
定すると解析対象となるSNPを検出できなかった。そのため加えて、この200の感受
性領域に存在する感受性候補遺伝子についての解析を行った。 
23,371のSNPのうち、平均RAS変化値が0.1以上のものは630個あり、そのうち既
知の200のIBD感受性候補領域にある候補遺伝子の上流または下流100kbp以内に位
置するSNPは29個認めた。さらにシグナルのプロット図を目視で確認し、不適切な
プローブを除外し、最終的に6例の候補SNPを抽出した(図8)。抽出した6例の候補
SNPを表2に示した。 
このうち最も平均RAS値が高かったのはrs1130368で0.23であった。このSNPは
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HLA-DQB1のエキソンに位置し、典型的なASMを示した。ヘテロ接合(G/T)は消化
後にホモ接合(T/T)に変化している(図6)。これは消化後にGアリル周囲が切断されて
いることを表し、このことからTアリル周囲はメチル化され、Gアリル周囲は非メチ
ル化されていることがわかる。このヘテロ接合からホモ接合への変化は、一方向性
(G/T→T/T)に起こっており、ICRのSNP (rs2107425)で認めた両方向性の変化
(C/T→C/C or T/T)と異なっている(図5,6)。rs1130368周辺のASMがインプリンティ
ングではなくgenotypeによりcisに調節されていることを表している。 
またrs36221701 (平均RAS変化値=0.14)はSMAD3の上流に位置するSNPで、この
SNPも比較的典型的なASMを示した(図7)。 
 
バイサルファイトパイロシークエンシング法でのASM解析：(rs36221701)  
ジャポニカアレイのデータを確証するために、バイサルファイトパイロシークエ
ンシング法でrs36221701周囲のASMを4例のヘテロ接合の検体で解析した。まず、
アリル特異的PCRの正確性を、rs13239907をターゲットとしたsequence primer 1
を使用して解析し、Cアリルは98%以上、Tアリルは86%以上の特異度で増幅されて
いることを確認した。つづいて、2つのアリル特異的PCR増幅産物について、CpGを
ターゲットとしたsequence primer 2を使用してそれぞれアリル毎に解析した。その
結果、有意差は認めなかったが、CpG1とCpG2の両方において、Cアリル周囲でTア
リル周囲よりもメチル化率が高い傾向であった(表3a)。さらに3例のT/Tと1例のC/C
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のホモ接合の検体を加えた解析では、Cアリル周囲でTアリル周囲と比較し有意にメ
チル化率が高かった(CpG1: p=0.022, CpG2: p=0.018)。この結果はジャポニカアレ
イでのMSNP法で示されたASMと同様の結果であった。 
 
rs36221701のgenotypeと近傍遺伝子の発現との関係 
 IBD11例(CD7例、UC4例)の腸管由来のTemについてトランスクリプトーム解析
施行した。rs36221701の上下流500kbp以内には6個の遺伝子があり、このうち
SMAD3の発現量とgenotypeに有意な関係を認めた(表3、図9)。genotype C/Cで
SMAD3の発現が亢進していた。 
 
6. 考察 
これまでに報告されているIBDでのEWASは、報告によりメチル化促進部位や抑制
部位がそれぞれ異なり、IBDでのメチル化については一定の見解が得られていない。
この理由として、解析された検体が末梢血17, 18) や生検粘膜16) といった様々な細胞種
が混じったheterogeneousな検体を用いて解析されていることがあげられる。DNAメ
チル化分布は細胞種・組織特異性があり、DNAメチル化解析では標的とする細胞種や
組織をしぼり込むことが重要と考えられている23, 24) 。Ventham N.Tら37) は磁気細胞
分離法で分離したIBD患者の末梢血中のCD4陽性T細胞、CD8陽性T細胞、CD14陽性
単球を用いて解析したEWASを報告しているが、このような組織特異的なサンプルを
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用いた報告はまだ少ない。 
本研究ではIBD患者の手術標本を用いて腸管の炎症局所でのTemを分離しメチル
化解析を施行した。これまで報告されているIBDでのDNAメチル化解析の中で最も細
胞種特異的かつ組織特異的な検体を使用し解析している。本研究で使用したTemはフ
ローサイトメトリーにより高純度にソーティングされ、さらにトランスクリプトーム
解析の結果からB細胞系マーカーであるCD19やCD20 (MS4A1)、単球系マーカーであ
るCD14、NK細胞のマーカーであるCD244等の他の組織特異的に発現を示す遺伝子
の発現が皆無もしくは非常に低値であることを確認している。 
 また、本研究ではヘテロ接合のSNPを利用して解析した。一般的に、genotypeによ
るメチル化の違いを比較するにはメチル化が亢進したアリルのホモ接合、ヘテロ接合、
メチル化が抑制されたアリルのホモ接合の3群間での比較が必要である。そのため解
析には多数の症例が必要となるが、IBDは比較的まれな疾患であり、手術を要する症
例はさらに少なく(LPMCsを分離するには切除標本が必要) 解析に十分な症例を準備
するのは困難である。さらにDNAメチル化は細胞種や組織種のみではなく、喫煙・食
事・炎症・薬物療法などの環境因子によっても変化する。通常、環境因子を完全に同
じ条件に揃え比較することは不可能だが、ヘテロ接合の検体で同一個体内における両
アリル間でのメチル化を比較することで、環境因子は同じ条件で限りなく遺伝子型以
外の違いが排除されることから、そのメチル化は遺伝子型に依存していると言える。
研究対象がヘテロ接合のSNPのみになるというデメリットはあるが、これらの理由か
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ら本研究ではヘテロ接合のSNPを対象とした。 
さらに、本研究はIBD患者に対して行われた最初のASM解析の報告である。ASM解
析は近年盛んに行われ、GWASによる解析が終了した現在、遺伝要因と環境要因の相
互作用を仲介するメカニズムの一つとして期待されている38) 。既報でのASM解析で
は、サンプル数やASMと判定する閾値にもよるが、CpGの1.5-10%にASMが存在する
と報告されている22, 39-41) 。本研究でのジャポニカアレイを使用したASM解析では、
最終的に選別した23,371個の解析対象SNPのうち、2.7%にあたる630個のSNP周辺の
ASMを指摘できた(図8)。この結果は過去の報告と照らし合わせても妥当な値と言え
る。また、健常成人の末梢血での解析ではあるが、セリアック病、IgA腎症さらにUC、
CDの疾患感受性SNPとASMに関連があったと報告されている40) 。本研究ではIBD患
者の検体でIBD疾患感受性遺伝子近傍に位置し、周辺にASMを有する6個の候補SNP
を指摘できた。このことから疾患感受性遺伝子周辺のDNAメチル化を介して疾患感
受性に関与している可能性がより強く示唆された。 
6個の候補遺伝子のうち最も平均RAS変化値が高かったものは rs1130368 
(6p21.32)でHLA-DQB1のエキソンに位置する。HLA-DQB1は、日本人CD 42) 、欧米
人UCの感受性遺伝子の一つである1) 。HLA領域についてバイサルファイトパイロシ
ークエンシング法でASMを解析する場合、多数のSNPがあるため、プライマー設計が
難しく解析が困難である。ジャポニカアレイを用いたASM解析ではこのようなSNP
の多い解析困難部位でも有用である。 
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また、rs36221701 (15q22.33)はSMAD3の上流に位置するSNPで、抽出された6つ
の候補SNPの一つである。アレイの結果を確証する目的でrs36221701周囲のCpGに
ついてバイサルファイトパイロシークエンシング法でアリル間でのメチル化を比較
した。ヘテロ接合のみでの比較では症例数が少ないため有意差を認めなかったが、ホ
モ接合を加えて解析した結果、Cアリル周囲で有意にメチル化が促進しており、アレ
イの結果と一致していた。 
 
rs36221701の近傍に位置するSMAD3は代表的な抑制性サイトカインであるTGF-
βの下流の転写調節因子であり、欧米人のIBDの感受性遺伝子の一つで1) 、CDでの術
後再発のリスクファクターとの報告43) がある。正常の腸管内ではTGF-β1がTGF-β1 
II型受容体に結合すると、TGF-β1 I型受容体を活性化し、SMAD2とSMAD3をリン酸
化し、SMAD4と複合体を形成することで核内に移行し、転写調節することで炎症抑
制作用を示す44, 45) 。一方、IBDなどの炎症粘膜では抑制性サイトカインであるTGF-
βが高値となっていると報告がある46) 。これは炎症粘膜の細胞内でSMAD7が上昇し
ていることによると考えられており、SMAD7はTGF-β1 I型受容体と結合することで
SMAD2とSMAD3のリン酸化を阻害し、TGF-βのシグナルを阻害するとされている47, 
48) 。現在、SMAD7をターゲットとした薬剤がIBDの治療薬として治験中49) であり、
SMAD3を含めたSMADファミリーとIBDの病態との関連が注目されている。 
また、一般的にTGF-βが上昇するとTemへの分化は抑制されると考えられているが
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50) 、前述のとおりIBDなどの炎症粘膜ではTGF-βが上昇しているにもかかわらず、
SMADファミリーを介して調節されることで、TGF-βの働きが抑制されている場合が
ある。腸管局所の炎症粘膜におけるTemはTGF-β・SMADファミリーを介して種々の
要素で調節されていることが予想され、その一つの要素としてrs36221701周辺のメ
チル化が関与している可能性がある。 
 
本検討では、最初に欧米人を中心に報告されている200の疾患感受性領域を代表す
るSNPについて検討したが、制限酵素認識部位が存在する理論的な解析対象が6 SNP
のみで十分な検討はできなかった。しかし、これらのSNPは、あくまでも欧米人で相
関があった領域を代表するSNP (tag-SNP)であり、そのtag-SNPが疾患感受性のすべ
てを説明しているわけではない。これらのtag-SNPと連鎖不平衡にあるSNPのうち、
どのSNPが本来の疾患感受性の原因となるSNPなのかは判別が困難であり、tag-SNP
を含む領域のハプロタイプが相関を示しているということを意味している。そもそも、
欧米人と日本人ではハプロタイプ構造や、構成するSNPも異なる可能性があるため、
今回は対象とするSNPを200領域にある疾患感受性候補遺伝子の周辺のSNPまで拡
大して解析した。このうち、ASMが予想されたIBD関連領域に存在する6 SNPが選ば
れたものの、それ自体が疾患と関係しているという証拠がないため、これらがASMを
介して疾患感受性と関わっているかどうかは不明である。限定的な解析ではあるが、
今回候補となった6 SNPのうち、当科通院中の日本人IBD 795例および健常人1640例
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でジャポニカアレイによるGenotypingができた5つのSNPについて相関解析を行っ
たところ、HLA-DQB1内にあるrs1130368のほか、rs28545822 (9番染色体 )や
rs3622170 (SMAD3近傍 )が日本人 IBDと相関あるいは相関する傾向を認めた
(p=0.0186, 0.0436, 0.0725, 未発表データ)。HLAは領域全体に強い連鎖不平衡がある
ため、このSNPがASMのマーカーとなっているものの、メチル化を制御しているSNP
がどれであるかは不明である。また、SMAD3近傍のrs36221701については、そのす
ぐ66bp上流のrs11635753がIBDとより確からしい相関(p=0.01598)を示していた。こ
の2つのSNPは1000人ゲノムプロジェクトの日本人データ34) によると強い連鎖不平
衡にあることから(D’=1.00, R2=0.453)、この領域に存在するハプロタイプのいずれか
のSNPがrs36221701周辺のメチル化を介して周辺の遺伝子発現を調整し、日本人
IBDの発症に関与している可能性もある。ただし、これらの事象を直接的に結び付け
る証拠は本研究では乏しいため、今後の解析が必要である。 
トランスクリプトーム解析結果をもとに、rs36221701のgenotypeと周辺の遺伝子
の発現との関係を解析した結果、SMAD3の発現量のみに有意な関係を認めた。これ
はメチル化が促進されるgenotypeで発現が促進されるという結果であった。一般的に
CTCF結合部位やプロモーター領域でのDNAメチル化が促進すると、CTCFやエンハ
ンサーの結合が阻害され、発現が抑制される。しかし、実際はその限りではなく、前
述のimprintingの領域11, 35, 36) や遺伝子内のメチル化51, 52) が促進されることで発現が
促進される例があることがわかっている。ただ、発現に及ぼす影響はメチル化以外に
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も様々な調節因子が存在し、本研究結果のみでメチル化が発現に影響したとは断言す
ることはできない。実際、rs36221701周囲のCpGは既知のCTCF結合部位やプロモー
ター領域とは一致していない。しかしながら、そもそもこれまでに指摘されている
ASM自体がCpG island以外のCpGや、遺伝子から離れた部位に存在していることが
多く53, 54) 、既知のCTCF結合部位やプロモーター領域とも一致していないことが多い
という報告がある55) 。ASMの領域がCTCF結合部位と一致している例ではASMが発
現を調節していることが示唆されているが55) 、その頻度は少なく、大部分のASMの
機能や意義は不明である。DNAはクロマチンがループしたtopologically associating 
domains (TADs)と呼ばれる巨大な3次元構造を形成している56, 57) ことから、ASMは
場合によっては数Mbp以上離れた部位の転写に関わっている可能性がある。これらの
ことから、今回指摘されたASMはCTCF結合部位やプロモーター領域と一致していな
くとも、SMAD3の発現に影響している可能性は否定できない。言い換えればIBD感
受性遺伝子であるSMAD3はDNAメチル化を介して発現調節され疾患感受性獲得の
メカニズムの一因になっている可能性が示唆された。また、このメカニズムはIBDの
みならず、その他の多因子疾患においても疾患感受性の獲得に関与している可能性が
ある。 
  
本研究は、IBD感受性SNPがSNP周囲のメチル化を制御し、そのメチル化を介し
て真のIBD感受性遺伝子の発現を調節しているという仮説を立てた。仮説を証明す
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る最初のステップとして、MSNP法によりIBD感受性遺伝子の近傍に位置する6個の
候補SNP周囲にASMを指摘し、また候補SNPの1つであるrs36221701の遺伝子型と
SMAD3の発現量に有意差があることを示した。MSNP法の解析対象はヘテロ接合の
SNPのみであり、この手法は網羅的なASM解析を目的にしたものではなく、IBD感
受性遺伝子近傍のASMを数個抽出するためのスクリーニングとして使用した。さら
に症例数を増やすことに加え、Tem以外の細胞種も解析することで、より確からし
いASMを有する候補SNPを指摘できる可能性がある。また、ASMが直接的に遺伝子
の発現に影響を与えていることを示すには、いろいろな手法を用いて総合的に判断
することになるが、例えばプラスミドを用いたプロモーターアッセイがその方法の
一つである。具体的にはプラスミドからCpG配列を除去したプラスミドである
pCpGfree-mcs (InvivoGen, San Diego, USA)を用いて、プロモーター上流のクロー
ニングサイトにASM領域を挿入し、CpGメチラーゼでメチル化したプラスミドとメ
チル化していないプラスミドを適切な培養細胞にトランスフェクションし、プロモ
ーター活性に与える影響を解析することで明らかにできる可能性がある。以上の解
析については今後の検討課題である。 
また本研究の問題点として手術標本を用いての検討である点が挙げられる。手術標
本を用いた検討での問題点として、一部の手術に至る重症 IBD の症例と多くの手術
を要さない IBD の症例で、病態が異なる可能性がある点である。CD と UC はすべて
が均質な病態を有しているわけではなく、不均一な病態を有する症候群である。手術
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に至るような症例は、手術を要さない症例と比較して異なる病態を有する特殊な
subgroup (炎症の程度、治療による修飾、罹病期間、遺伝因子の関与等) である可能
性がある。そのため本研究の結果をすべての IBD症例に適応できるとは限らないが、
内視鏡生検組織や末梢血の一部の組織での検討では限界があるために、本研究のよう
な手術標本での検討の意義は非常に高いと考えられる。 
その他のlimitationとしては①検体数不足であること、②制限酵素の認識配列があ
るSNPのみしか解析対象とならないこと(アレイ全体の5.2%のみ)、③ヘテロ接合以外
のSNPは解析できないこと、④アレイでASMと判定する明確な閾値が不明なこと、⑤
UCとCDを分けずにIBDと一括りにして解析していること、⑥LPMCsを分離する際
の消化酵素処理におけるメチル化への影響などが挙げられる。 
 
最後にASMの機能や意義については不明なことが多いが、GWASによる解析がほ
ぼ終了した現在、遺伝因子と環境因子の相互作用を仲介するメカニズムの一因として、
ASMについてさらなる検討が必要である。今後の展開として、事前に日本人のゲノム
配列情報を精査し、ASM解析に適したプローブ設定をしたカスタムアレイを作成す
ることで、より効率的、網羅的な解析ができる可能性がある。 
 
7. 結論 
 IBD 患者の LPMCs 中の Tem を使用して、IBD 感受性遺伝子周辺の ASM を指摘
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することができた。IBD 感受性遺伝子である SMAD3 は DNA メチル化を介して発現
調節され疾患発症のメカニズムの一因になっている可能性が示された。 
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9. 図 
図 1. フローサイトメトリーでの CD4+ Effector Memory T cell (Tem)の分離 
a. Lamina propria mononuclear cells (LPMCs)を side scatter (SSC)と forward 
scatter (FSC)に基づいてリンパ球分画をゲーティング。LPMCs は細胞分離用
Magnet で CD4+ T cell の純度を事前に高めている(negative selection) 。 
b. 図 1a のリンパ球分画のうち 7ADDlow (生存細胞)をゲーティングした。 
c. 図 1b の生存細胞のうち CD3highCD4high (CD4+ T 細胞)をゲーティングした。細胞
分離用 Magnet で CD4+ T 細胞の純度を事前に高めているため CD3lowや CD4lowとな
る細胞は少ない。 
d. 図 1c の CD4+ T 細胞のうち CD45ROhighCCR7lowをゲーティングすることで、Tem
をソーティングした。LPMCs 中には CCR7high となる細胞(naive T cell、central 
memory T cell)はほぼ認めなかった。 
 
図 2. methylation-sensitive SNP array 法の概略図 
ヘテロ接合のSNP (A/C)の周囲にallele specific methylation (ASM) が存在し、Aア
リル周囲がメチル化され、Cアリル周囲は非メチル化されていると仮定する。この
時、メチル化感受性制限酵素での消化前後の検体をジャポニカアレイで解析する
と、消化前のSNPはA/Cと判定されるが、消化後はA/Aと判定される。つまり、消化
前にヘテロ接合と判定され、消化後にホモ接合にcallが変化したプローブでは、その
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SNP周囲にASMがあると判定できる。実際にはメチル化の有無はアリル間で完全に
異なっているわけではなく、アリル間でのメチル化の偏りを検出する必要がある。
ヘテロ接合のSNPの消化前後でrelative allele score (RAS)が変化しているプローブ
がSNP近傍にASMがあるものであり、平均RAS変化値が0.1以上のものをASMと定
義した。 
SNP; single-nucleotide polymorphisms 
RAS; A/(A+B) 
A,B; A or B アリルのシグナル強度 
 
図 3. アリル特異的バイサルファイトパイロシークエンシング法(rs36221701) 
バイサルファイトパイロシークエンシング法でアリル特異的メチル化を解析するた
めには個々のアリル毎のメチル化を測定し、アリル間で比較する必要がある。そこで、
それぞれのアリルに特異的な PCR プライマーを作成し、2 つの PCR 増幅産物につい
てパイロシークエンシング法でメチル化率を比較した。アリル特異的 PCR プライマ
ーはその 3’末端がアリルを規定する SNP となるように設計した。 
Y=C or T  
a. rs36221701 の周辺のバイサルファイト変換前後の配列 
rs36221701 近傍には CpG が 2 個あり、5’側から CpG1、CpG2 とした。 
バイサルファイト変換すると、非メチル化 C は T に変換される。 
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rs36221701 (C/T)は変換すると(T/T)に変換され、変換された T なのか、もともとの
T なのかが判別不能であり、この部分を含む PCR プライマーを作成しても、由来
するアリルが特定できない。 
b. アリル特異的 PCR 
rs36221701 の 297bp 下流に位置している rs13239907 を利用してプライマーを作
成した。rs13239907 (A/G)は rs36221701 (C/T)と完全に連鎖している(A→C, G→T: 
r2=1.0) 34) 。PCRプライマーの forward primerは両アリルで共通で、reverse primer
は 3’末端がアリルを規定する SNP となるように設計した。(A or G: 相補鎖) 
c. アリル特異的パイロシークエンシング 
b.で増幅された 2 つのアリル特異的 PCR 増幅産物についてパイロシークエンシン
グ施行した。sequence primer 1 は rs13239907 をターゲットにしており、アリル
特異的 PCR の正確性を確認するために使用し、sequence primer 2 は CpG1、CpG2
をターゲットにしており rs36221701 近傍のメチル化を比較するために使用した。 
d. 使用したプライマー 
PCR primer R の 3’末端がアリルを規定する SNP となっている。5’側はビオチン化
している。 
 
図 4. 全ゲノム増幅の検証 
a. methylation-sensitive restriction enzymes (MSRE)認識配列があるプローブ
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(rs2181907) 
全ゲノム増幅することで全て非メチル化されるため、(U)は MSRE で両アリルとも消
化されシグナルが減弱している。 
b. MSRE 認識配列がないプローブの plot 図 (rs11150376) 
MSRE 認識部位がないプローブでは MSRE で両アリルとも消化されないためシグナ
ルは減弱せず、(G)と(U)はすべて同じ call であることから全ゲノム増幅は偏りなく増
幅されていることが確認された。 
 
図 5. インプリンティング領域での allele specific methylation (ASM) の plot 図
(rs2107425) 
rs2107425 は H19 (11p15.5)の上流に位置し、H19/IGF2 imprinting control region
として知られる。  
(c)ヘテロ接合の検体が消化後にホモ接合に変化している(平均 RAS 変化値=0.38)。こ
の変化は両方向性の変化(C/T → C/C or T/T)で、ASM は genotype によって cis に制
御している訳ではなく、ゲノムインプリンティングにより母親由来もしくは父親由来
のアリルに従って制御されていることを示している。  
RAS; relative allele score 
MSRE; methylation-sensitive restriction enzymes  
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図 6. 炎症性腸疾患感受性遺伝子周辺の allele specific methylation (ASM)の plot 図
(rs1130368) 
rs1130368 は HLA-DQB1 (6p21,32)のエキソンに位置する SNP である。HLA-DQB1
は日本人 CD 42) 、欧米人 UC の感受性遺伝子の一つである 1) 。 
(c)ヘテロ接合の検体が消化後にホモ接合に変化している(平均 RAS 変化値=0.23)。こ
の変化は一方向性の変化(G/T → T/T)で、ASM はインプリンティングではなく、
genotype によって cis に制御されている。これは T アリル周囲でメチル化が亢進し、
G アリル周囲でメチル化が抑制されていることを示している。(図 2 を参照) 
 
図 7 炎症性腸疾患感受性遺伝子周辺の allele specific methylation (ASM)の plot 図
(rs36221701) 
rs36221701 は SMAD3 (15q22.33) の上流に位置し、SMAD3 は IBD 感受性遺伝子
の一つである 1) 。 
(c)ヘテロ接合の検体が消化後にホモ接合の方向に変化している傾向がある(平均 RAS
変化値=0.14)。この変化は一方向性の変化(C/T → C/C)で、ASM はインプリンティン
グではなく、genotype によって cis に制御されている。これは C アリル周囲でメチ
ル化が亢進し、T アリル周囲でメチル化が抑制されていることを示している。(図 2 を
参照) 
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図 8. allele specific methylation (ASM)を有する炎症性腸疾患感受性遺伝子近傍の候
補 SNP 抽出のフローチャート 
除外基準①: distance(G)/distance(U) <1.2 (=√(AG
2
 + BG
2
)/√(AU
2
 + BU
2
) <1.2) 
除外基準②: distance(D)/distance(U) <1.2 (=√(AD
2
 + BD
2
)/√(AU
2
 + BU
2
) <1.2) 
SNP; single-nucleotide polymorphisms, MSRE; methylation-sensitive restriction 
enzymes, RAS; relative allele score, IBD; inflammatory bowel disease 
(G); ゲノム DNA, (D); MSRE で消化後の DNA, (U); 全ゲノム増幅で全て非メチル化
後に MSRE で消化した DNA 
AG, AU, AD; (G), (U), (D)の A アリルのシグナル強度 
BG, BU, BD; (G), (U), (D)の B アリルのシグナル強度 
 
図 9. rs36221701 の遺伝子型と SMAD3 の発現との関係 
トランスクリプトーム解析の結果から遺伝子型の発現量を散布図で示した。直線は回
帰直線を示す。 
FPKM; fragments per kilobase of exon per million reads mapped 
FPKM = raw counts × 1,000,000/ (all reads) × 1,000/ (gene length) 
FPKM は発現量をエキソン長と全マッピング数で補正した値である。 
*:単回帰分析 
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図 1. フローサイトメトリーでの CD4+ Effector Memory T cell (Tem)の分離 
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図 2. methylation-sensitive SNP array 法の概略図 
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図 3. アリル特異的バイサルファイトパイロシークエンシング法(rs36221701) 
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図 4. 全ゲノム増幅の検証 
a. methylation-sensitive restriction enzymes (MSRE)認識配列があるプローブ
(rs2181907) 
b. MSRE 認識配列がないプローブの plot 図 (rs11150376)
44 
 
 
図 5. インプリンティング領域での ASM の plot 図(rs2107425) 
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図 6. IBD 感受性遺伝子周辺の ASM の plot 図(rs1130368) 
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図 7. IBD 感受性遺伝子周辺の ASM の plot 図(rs36221701) 
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図 8. ASM を有する IBD 感受性遺伝子近傍の候補 SNP 抽出のフローチャート 
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図 9. rs36221701 の遺伝子型と SMAD3 の発現との関係 
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10. 表 
表 1. CD、UC 患者の臨床背景 
 
CD; Crohn’s disease, UC; ulcerative colitis, 5ASA; 5 aminosalicylic acid, IFX; 
infliximab, ADA; adalimumab, AZA; azathioprine, 6MP; 6 mercaptopurine, PSL; 
prednisolone, Tac; Tacrolimus 
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表 2. 6 例の ASM を有する IBD 感受性遺伝子周辺の候補 SNP 
 
SNP; single-nucleotide polymorphisms, RAS; relative allele score, IBD; inflammatory bowel disease 
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表 3a. C アリルと T アリルのメチル化率（ヘテロ接合） 
 
*対応のある t 検定 
 
表 3b. C アリルと T アリルのメチル化率（ヘテロ接合+ホモ接合） 
 
**Wilcoxon 検定 
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表 4. rs36221701 の遺伝子型と周辺の遺伝子の発現量の関係 
 
*単回帰分析 
FPKM; fragments per kilobase of exon per million reads mapped 
